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@ Mikroskopphotometer 

Das Photometer beaftxt eki anstelle dor Leucbts (Lampen- 
gehausa) am Mikroskop anbrlngbaren Beteuchtungablock 
(4) r der zwel auawechaelbare Fitter und ernen befde duroh 
die Filter hi n durchtratand© Teitstrahlan glelchzeWg, aber in ft 
untarscriiadEcher Frequenx roodufferendeir Chopper (6) ent- 
hStL Im NachweiakanaS aind zwel auf die balden Freqtienzen 
des Chop pars (5) abgestJmmte Sohmalbandvaratarkar PSD1 
und PSD21n ParaJleischaftung angaordnet 
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Paientansprftche rStedgenschaftcn und Instahflmlten z. B. der Beleoch- 

tung elhniniert (Quotientenverfahren). 

1. Mikroskopphotometer zur Messung der Fhiores- In der Zdtschrift "Cell Calcium 0 6 (1985) Sdte 145— 
zenz oder Absorption einer Probe bei zwei ver- 157 1st von T&en et aL ein Mikroskopphotometer be- 
schiedenen Weflenlangen. dadurch gekennzeich- s schrieben, das zur Anregung der Probe bd zwei ver- 
net, daB scm'edenen Welleiilingen zwei IichtqueOen und zwei 

der UchtqueBe nacfageschahcten durchstimmbare Mo- 

— ein anstelle der Leuchte (Lampengebfiusc) nochromatoren beshzt Das licht beider Monochroma- 
am Mikroskop anbringbarer Beieuchtungv toren wird fiber einen Zerhacker sequential in den Be- 
block (4 104) vorgesehen ist 10 leuchtungsstrahlengang des Kfikroskops emgefcoppdt 

— der Beteuchtungsblock mindestens zwei HI- Diese bekaxmte Anordnung ist sehr aufwendSg and teu- 
ter {17, 18; 117, 118) sowie eine das durcfa die er and Iflfit rich mcht obne wedteres nacbtragfich an 
beiden Filter bindurcfatretende Licht gleichzei- berehs vorhandene Mikroskope bzw. Mikroskoppboto- 
tig mit unterschiedlicher Frequenz modulie- meter anbauen. 

rende Einh eit (5, 105) enthalt is Es ist auch vorgeschlagen worden, anstelle der Mono- 

— and an NacbwdskanaJ hinter dem zur In- chromatoren und des Zerfaackerrads ein rotierendes 
tensTtfltsmessungdes von der Probe ausgeben- Paar von Imerferenzffltern einzusetzen. Eme derertige 
den Lichts verwendeten Empfanger (Photo- Beteuchtongsanordnung ist z. B. in der US-PS 34 97 690 
multiplier 2) zwei, auf die Frequenzen der Mo- fur einen anderen Zweck beschrieben. Beide LSsungcn 
dulationsemhelt (5, 105) abgestimmte Schmal- 20 haben aber grundsatzfich den NachteO. daB die zu den 
bandverstarker (PSD1, PSD2) in Parallelschal- zwd unterschiedHdien Weflenlangen gehOrenden Sl- 
uing angeordnet sind gnale vom Detektor des Photometers nacheinander er- 

faBt werden. Diese Art des Nacbweises stellt em ranes 

2. Mikroskopphotometer nacfa Anspruch 1, da- Umschartverfahren dar, bei dem die Signalform weitge- 
durch gekennzeichnet, daB die Filter (17, 18; 117, 25 bend erhalten bleiben muB und das deshalb eine hobe 
1 18) aoswechselbar sind Verstirkungsbandbreite erfordert Eine hobe Verstfir- 
31 Mikroskopphotometer nach Anspruch 1, da- kungsbrandbreite macht jedocb das MeBsystem emp- 
durcb gekennzeichnet, daB die Modulationseinheit findlicfa gegenQber Stdrungen von Umgebnngsllcht und 
(5) em mehrere Spuren (23* 24) unterschieducber Rauschen des Detektors und der Verstarker. Die Nach- 
Teihing aufweisendes Zerhackerrad (19) ist 30 weisgrenzen dieses Verfabrens and deshalb beschrfinkt 

4. Mikroskopphotometer nach Anspruch 3, da- Es ist die Anfgabe der vorhegenden Erfindung ein 
durch gekennzeichnet. daB der BdeuchtungsWock Mikroskopphotometer zu schaffen, das eine besonders 
zwei AbbildungsstrahlengSnge enthalt die das empSndliche Messung bei zwei verscbiedenen WeHen- 
Licht in die Qjene des Zerhacfcerrades fokussieren. langen gestattet wobei die dafur ndtige Beleuchttmgs- 

5. Mikroskopphotometer nach Anspruch 4, da- 33 einricbtung leicht und obne groBen Aufwand nachtrflg- 
durch gejcermzeichnet, daB der Bundeidurchmesser Iich an ein bereits vorhandenes Mikroskop adapueit 
der beiden Strahlengange in der Ebene des Zerhak- werden kann. 

kerrades unterschiedlich ist Diese Aufgabe wird gemafi dem Kennzeichen des 

6. Mikroskopphotometer nach Anspruch 1, da- Havptanspruches dadurcb geldst daB ein anstelle der 
durch gekennzeichnet, daB die Modulationseinheit 40 Leuchte (Lainpengehause) am Mikroskop anbringbarer 
(105) ans zwei separat ansteuerbaren Lichtver- Beleuchtungsblock (4, 104) vorgesehen ist, der Beleuch- 
scblQssen (1 19, 120) bestefat tungsblock mindestens zwd Filter (17, 18; 117, 118) so- 
wie erne das durch die beiden Fitter hmdurchtretende 

Beschreibung Licht gleichzeitig mit unterschiedlicber Frequenz modu- 

45 lierende Einheit (5, 105) enthfilt, und fan Nachweiskanal 

Die Erfindung betrifft ein Mikroskopphotometer zur . hinter dem zur Intensitatsmessung des von der Probe 
Messung der Fruoreszenz oder Absorption einer Probe ausgebenden Lichts verwendeten Empfanger (Photo- 
bei zwd verscbiedenen Wellenlangen. multiplier 2) zwei, auf die Frequenzen der Modulations- 

FQr zeObioIogische Untersuchungen werden zur Mar- einheit (5) abgestimmte Schmalbandverstarfcer (PSD1, 
kierung der Proben zunehmend fluorchrome Substan- so PSD2) in ParaHelschaltung angeordnet sind. 
zen eingesetzt die eine Messung ganz spezieller ZeD- Durch diese Maflnahme werden vom Detektor des 
bzw. Probeeigenschaften eriauben. Die Wtrkungsweise Photometers die der Anregung bd unterschiedlicher 
dec Markierungen beruht daraut daB Anderungen im Wellenlflnge entsprecbenden Signale gleichzeitig erfafit 
spektralen Verhal ten der fluorchromen Substanz unter und parallel ausgewertet Auf grund der schmalbamfigen 
dem EinfluB von chemiscb/biologischen Reaktionen 55 Sigmuverarbeitung in den beiden paraltekn Zweigen 
auftreten, wie das in Fig. 4 schematisch dargestellt ist der Nachweisdektronik ergibt sich ein hohes Signal/ 

Beispielsweise Sndert die Markiersubstanz FURA-2 Rauscbverbfiltnls, so daB die Nacbwetompfindiichkdt 
ibr Huoreszenzverhalten in der in Fig. 5 sMzzierten stark verbessm ist 

Form, wenn sie Anderungen in der Konzentration freier Die Beleuchtungseinrichtung laBt sich zudem als mo- 
Ca-lonen in der zu untersuchenden Zellprobe, ausge- 60 dukre Baugruppe leicht anstelle des sonst QbKchen 
setzt sind Durch fhtorometrische Messungen bd zwd Lanmengebfiuses am Mikroskopphotometer anbringen. 
Anregungswelleniangen unter einem MDcroskopphoto- Es ist vorteilhaft, em Zerhackerrad mit mehreren Spu- 
meter liBt sich deshalb die Konzentration von freien ren unterschiedlicber TeHung oder separat ansteuerba- 
Kahdumionen inZellen bestimmen. re Lichtverschlusse zur glelchzdtigen Modulation des 

GegenOber frQher verwendeten Markierungen, die 65 lichts beider Wellenlangen mit zwd verscbiedenen 
nur im absoluten IntenshStsmaB und mcht im spektralen Frequenzen vorzusehen. 

Verhal ten variieren, besltzt die neue Markkrung die Die fur die Trennung des Lichts in verscbiedene Wd- 
VorteOe einer Relativmessung. Es werden deshalb Ge- lenlfingen verwendeten Filter, wie z. & Int erfe ren zfi lter, 
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smd zweckmaBig auswechsdbar im Beleuchtungsblock ten Mikroskopleuchte mit Hilfe dcr Oblichcn Aufnab- 
angeordnet, damit dk Anreguiigswellenlan^en an das mesehwalbe (11) an dem Stativ (25) des Mikroskoppho- 

spektrale Verbal ten unterschiedlicher Markiersubstan- toroeters befestigt ist. Im Innern des Gehfluses (26) be- 

zen angepaBt werden konnen. fmdet sich eine HochleistungslicbtqueUe (12) wie z. B. 

Weitere Vorteile do- vorliegenden Erfindung ergeben 5 eine QuecksDberhocbdnicklampe mit zwei dnander 

sich aas da* nachstehenden Beschreibung von Ausftth- diametral gegeutibefstehenden LampenkoQektoren (13 

rnngsbeispielen anhand der Fig. I — 7 der Zcichnung. und 14). Die beiden von der Lampe (12) ausgehenden 

1%. la ist eine schematische Schnittzeichnung ernes LichtbOndel werden von Umlenkspiegdn (15 und 16) je 

ersten Ausfuhrungsbeispiels fQr den Beleuchtuiigsblock einem Anregungsfiiter (17 und IS) mit unterschiedlicher 

des erfindungsgemfiBen Photometers; 10 spektraler Transmission zugefOhrL Bei den Fittern (17 

IPig. lb ist eine vergrdflcrte DetaiDzeichnung des Zer> und 18) handeH es sich z. B. tun In t erfere nzfU ter> deren 

hackerrades (19) aus Fig. 1 ; Durchiaflbereich in der Nahe der beiden in Fig. 5 mh XI 

Ftg.2 ist eine schematische Schnhtzetchnung ernes und X2 beze ichneten Wellenlingen bei etwa 340nm und 

zweiten Ausruhnmgsbeispiels fur den Beleuchtungs- 380nmliegt 

block des Photometers; is Die beiden durch die Filter (17 und 18) hindurchtre- 

Flg.3 ist eine schematische Sdmhtzeichnung eines tenden Teilstrahlen unterschiedlicher Wellenifinge wer- 

dritten AusfQhrungsbeispiels fur den Beleuchtungsblock den yon einem Zerhackerrad (19), das von einem Motor 

des Photometers; (20) angetrieben wird, periodiscb aber mit unterschiedli- 

Fig. 4 ist eine Prinzipskizze, die den spektralen Ver- _ cher FrequenzmoduHert 

Jauf der Eztmkubn einer Markiersubstanz unter dem 2D Fig. lb zeigt einen vergrOfierten Ausscbnitt des Zer- 

Ebiflufl von chemisch-bioJogischen Reaktionen zeigt; hackerrades, Darauf smd die beiden Spuren (23 und 24) 

Fig. 5 steflt das Anregungsspektrum der fluorochro- mh unterschiedlicher TeOung deuthch zu erkennen. 

men Markiersubstanz FURA-2 fQr zwei verschiedene Nach Modulation durch das Zerhackerrad (19) werden 

Ca 3 +-Konzertrationendar; beide Teilstrahlen ttber einen StrahlteHer (21) gemein- 

Fig. 6 ist eine Prinzipskizze des gesamten Fhotome- 25 sam in den Beleuchtungsstrahlengang des Mikroskop- 

teraufbaus einschliefiuch des Nachweiskanals; photometers eingespiegelt. 

Fig. 7 ist em Diagramm des zeitlichen Signalverlaufs Bei rechteckfdrmiger Modulation des Anregungslich- 

am Ausgangdes Detektors (2) aus Fig. 6l tes entstehen OberweUensignalerdie den Nachweis der 

Daft in Fig. 6 in seinem Gesamtaufbau skizzierte Pho- Signale auf den Grundfrequenzen ft und f2 durch die 

tometer besteht aus einem Mikroskop (1) herkdmmli- 30 Schmalbandverstarker PSD1 und PSD2 stdren konnen. 

cher Bauart, das einen Photomultipfier (2) als Detektor Es ist mdglich diese Storungen zu verringern, tndem 

fur den Nachweis der von der Probe (3) ausgehenden man das Verh&ltnis der Teflungen beider Spuren (23 und 

z. BL Fhioreszenzstrahlung besitzt Zur Anregung der 29) des Zerhackerrades und damit das VerhShnis der- 

Probe (3) mh Ucht zweier verschiedener WeUenlfingen Frequenzen /l und F2 ungeradzahligw&hit Durch diese 

dent eln Beleuchtungsblock (4% der eine Modulations- 3S Mafinahme wird verhindert, daB Oberweuen z. Be der 

einheit (5) enthah. Per Beleucnttingsblock (4) wird noch Frequenz/1 den Nachweis auf der Frequenz /2 beein- 

im Zttgflinmgtthfl"g mit den FSg. 1—3 nSher beschrie- flussen. Geht man auBerdem dazu Qber, die tntensMt 

ben. des Anregnngsuchts zumindest annfihernd sinusformig 

Der Modulator (5) wird von einem Steuergerat (6) zu modulieren, werden Oberwellen von vornherein un- 

angesteuert und modufiert die Intensitat der beiden 40 terdrQckt Eine sinusfdrmlge "Modulation errekht man 

Teilbundel des Bdeuchtungslichtes mit zwei unter- durch geeignete Anpassung des Bundelquerschnitts des 

schiedlichen Frequenzen f\ und /2 Beide Frequenzen Beleuchtungsstrahlenganges in der Ebene des Zerhak- 

werden auBerdem Qber die mit refl und re£2 bezeichne- kerrades an die Abmessungen der Offnungen des Zer- 

ten Lehungen ah Referenzfrequenz zwei parallel ge- hackerrades. 

schaiteten SchmalbandVerstarkern PSD1 und PSD2 zu- 45 Dazu enthalt der Beleuchtungsblock im Ausfuhrungs- 

gefuhrt deren Emginge nut dem Ausgang eines dem beispiel nach Fig. 2 zwei KoHektoren (33 und 34) unter- 

Photomuhiplier (2) nachgeschalteten Vorverstarkers (7) schiedhcher Brennwefte, die das Ucht der Lampe (32) 

verbunden sind. . jeweils so in die Ebene des Zerhackerrades (29) fokus- 

Dle Schmalbandverstarker PSD1 und PSD2 enthal- sieren, daB zwei kreisfdrmige Felder unterchiedfichen 

ten phasenempfindliche Gleichrichter. die auf der jewei- so Durchmessefs entsprechend der GroBe der Offnungen 

ligen Referenzfrequenz refl und re£2 arbeiteh (lock-in- auf beiden Spuren des Zerhackerrades entstehen. Die 

TechmkX Dabei entstehen aus dem vom Photomuhiplier beiden linsen (35 und 36) in Lichtrichtung hinter dem 

(2) geheferte Signal E, dessen zehlichen Verlauf Fig. 7 Zerhackerrad (29) dienen dazu, die beiden unterschiedH- 

zeigt, zwei Einzelsignale A 1 und A 2 an den Ausgfingen chen Teustrahlengftnge im Beleuchtungsblock wieder 

der Schmalbandverstarker PSD1 und PSD2, die der In- 55 emander anzupassen. Die Obrigen Bautetle entsprecfaen 

tensitflt derJTuoreszeuzstrahlung der Probe (3) bei zwei den en im Ausfuhrungsbeispiel nach Fig. l t so dafi auf 

verschiedenen Anregungswelfemangen entsprechen. eine Wiederholung an dieser S telle verzichtet werden 

Die Signale A 1 und A 2 werden von einem Multiplexer kann. 

(g) abgefragt und nach Wandlung im Analag/Digital- _In Hg.3 ist ein alternatives Ausfuhrungsbeispiel fOr 

wandler (9) einem Computer (10) zur Berechnung z> B. 60. den Beleuchtungsblock aus Fig. 1/2 dargestelh. Der Be- 

der Konzentration der in der Probe (3) enthaltenen Icuchtungsblock (104) in Fig. 3 enthalt in seinem GeMu- 

Ca?+-Ionen zugefuhrL Eine Synchro nisierung zwochen se (124) anstelle des von einem Motor angetriebenen 

der Steueranheh (6) des Modulators (5) und der Ar- Zerhackerrades eine Modulationseinhert (105) gebildet 

behsfrequenz des Multiplexers (8) bzw. des Rechners aus zwei einzem ansteuerbaren, eleldro-optischen 

(10) 1st bd dieser Anordnung nicht erfordetiich. es LichtverschlQssen (119 und 120). Die LichtverschlQsse 

In F|g. la ist der verwendete Beleuchtungsblock (4) modulieren die beiden durch die Filter (117 und 118) 

detaiQierter dargestelh. Er besteht aus einem geschlos- hmdurchtretenden Teilstrahlen unabhftngig voneinan- 

senen Gehtuse (26% das anstelle der sonst dort befestig- der. Um eine mogfichst hohe Modulationsfrequenz err- 
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rdchen zu ktonen dud z. B. KerrzeBen far die lien tver- 
schiflsse verwendet 

Dfese Losing mil zwq LicfatverecfalOsscn bietet den 
Vorteil dafi die Offmmgszeiten bzw. die Modulations- 
frequenzen frei wahlbar und fQr bode Beleuchtungs- 5 
strahlengflnge nnabhSngig voneinander etnstellbar sind. 
Se kdnnen dann fan HinbUck anf das Signal/Rauschver- 
bahnis fan Nacbwdskanal optfaniert werden. 
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(Translation) 

Abstract: 



Microscope Photometer 

The photometer has an illumination unit (4) attachable to the microscope in 
lieu of the light (lamp casing) which contains two replaceable filters and a 
chopper (5) that simultanuously, but with different frequencies, modulates 
both partial beams passing through the filter. Two narrow-band amplifiers 
PSD1 and PSD2 tuned to the two frequencies of the chopper (5) are 
arranged in parallel connection in the detection channel. 

Patent Claims : 

1. Microscope photometer for measuring fluorescence or absorption of a 
sample at two different wavelengths, characterized in that 

there is provided an illumination unit (4, 104) in lieu of the light 
(lamp casing) attachable to the microscope, 

said illumination unit contains at least two filters (17, 18; 117, 118) 
and a unit (5, 105) simultanuously modulating the light passing 
through the two filters with different frequencies, 
and that two narrow-band amplifiers (PSD1, PSD2) tuned to the 
frequencies of the modulation unit (5, 105) are arranged in parallel 
connection in the detection channel behind the receiver (photo 
multiplier 2) for measuring the intensity of the light coming from 
the sample. 



• 



2. Microscope photometer according to claim 1, characterized in that the 
filters (17, 18; 117, 118) are replaceable. 

3. Microscope photometer according to claim 1, characterized in that the 
modulation unit (5) is a chopper wheel (19) that has several tracks (23, 
24) with various spacings. 

4. Microscope photometer according to claim 3, characterized in that said 
illumination unit contains two projection beam paths focussing the light 
onto the level of the chopper wheel. 

5. Microscope photometer according to claim 4, characterized in that the 
two beam paths in the level of the chopper wheel have different beam 
diameters. 

6. Microscope photometer according to claim 1, characterized in that the 
modulation unit (105) consists of two separately controlable light 
obstructors (119, 120). 
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